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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒 論
カゼイ ンは.牛 乳 タンパ ク質の約80%を 占め,αs一,β 一,κ一 お よび7一 カゼイ ンの4種 に分
類 され る。 κ一カゼイ ンは,カ ゼイ ンの8～15%を 占め,カ ゼイ ン成分 の中で糖質を含む唯一 の糖
タンパ ク質である。 カゼインは,乳 中で カゼイ ン ミセルとい う球状 のタンパク質会合体(平 均直径
120～130nm)の 形で存在 し,κ 一カゼインの糖 質部分はその ミセル安定性に対 して,重 要 な役
割を果 た してい る。
また ・κ一カゼイ ン(M・W・約19・000)は・凝乳酵 素キ モシン(EC3・4・23・4)によ り特異的 に
加水分解を受け,パ ラー κ一カゼイ ン(M・W・約11,000)とカゼイノグリコペプチ ド(M.W.約8,000,
以下CGPと 略 記)の2部 分に分離す る。
κ一カゼイ ン中の糖質は,キ モ シン作用後遊 離す るCGP部 分にのみ集中 し,パ ラ部分には存在 し
ないとされている。 しか しなが ら,パ ラ部分にも糖質が存在す るとい う異説 もあ り,κ 一カゼイ ンの
糖質部分における化学構造やその生理的役割については,い まだ解明 されていない。
本論文 は,こ のよ うな疑問点を解決するために,牛 乳 κ一カゼインの糖鎖の化学構造について検討
を行な った もの である。
第1に,常 乳 κ一カゼインのパラ部分について尿素や強酸を用いない調製法 を検討 し,そ の糖質組
成を明らかに したい と考 えた。
また,常 乳 κ一カゼイ ンのCGP部 分 の糖鎖については,そ の種類や化学構造 の十分 な知見がなく,
完全な構造はいまだ決定 され ていない。そ こで第2に は,CGP中 の糖鎖の化学構造について不確実
な点を明確に したい と考えた。
一方 ,初乳 κ一カゼインは常乳 と比べてその糖質組成が異な り,よ り複雑 な糖 鎖構造が予想 されて
いるが,そ の化学構造 は全 く不明である。そ こで第3に は,初 乳 κ一カゼイ ンの結合糖鎖の種類 と,
その経時的 な化学 構造変化を明確に したい と考 えた。
さらに第4に は,初 乳中の ミル クオ リゴ糖の化学構造 も検討 し,初 乳 κ一カゼイ ンの結合糖鎖 との
関連性を追求 したいと考えた。
第2章 牛常乳 κL一カゼインにおける糖質の組成 とその化学構造
第1節 パ ラー κ一 カゼ イ ン部 分 に おけ る糖 質 の組 成 と その 非 常在 性
ホルス タイγ種常乳 よ り,等電点沈殿法(pH4・6)で 全カゼインを調製 した。Kimら のパラーκ
一・ゼ・ ・調製蝿 参考に して ,、一・ゼ・・の調製段階を翫 いで酵 全 。ゼ,。 、。キモシ ン(レ
ンニン)を 作用 させ,GM-Sephadexを用いたパ ッチ法に よる,迅 速なパラー κ一カゼイ ンの調製
法を考案 した(図1)o
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本改 良法 によるパ ラー κ一カゼイ ンは,GLC分 析に よりD-Man(0.05M),D-Ga1(0.03M)
2)
GalNAc(0.46M)およびNeuNAc(0.64M)を含み,WheeIockらの報告 と同様に糖 タンパ ク質
で あった。 しか しなが ら.各 構成 糖のモル値 および糖質全体のモル値(1.18M/分子)は 低 く,パ ラ
部分 におけ る糖鎖 の非常在 性が示 唆 された。 また,κ 一カゼイ ンの全糖質部分 の化学構造は,こ のパ
ラ部分 も含めて考 えるべ ぎであ ることを明らかに した。
第2節 カゼ イ ノグ リ:コペプ チ ド(CGP)部 分 に お け る主 要 糖 鎖 の 化 学 構 造
キモ シンが.そ の初期反応にお いて κ一カゼインのみを加水分解する性質を用 いて,全 カゼイ ンに
キモシンを作用 させ,遊 離 したGGPを12%ト リクロル酢酸可溶性画分 より調製 した。CGPの ア
ル カ リボ ロヒ ドリド処理 によ り調製 した主要糖鎖の糖質組成は,D-Ga1:Ga畏NAcIto』:NeuMc
=1:1:1と 等モルであ った 。各構成糖 間の結合位置 の決定は,メ チル化分析に よ り,結合配向性
の決定は,各 種 グ リコシダーゼに よる遂次 消化法を用いた。
その結果,主 要 糖鎖は3糖 で あ り、その化学構造 は図2に 示す ように結論 した 。
これに より、今まで長い間疑問 とされて きた,NeuNAcとGal間 の2→6結 合お よびGa1と
Ga1NAc間の1→6結 合の存在 しない ことを,初 めて化学的 な実験方法に よ り証明 した。
近年,牛 乳 脂肪球皮膜 に も 、同一の3糖 糖鎖の存在が確認 され,こ の様な糖鎖合成系が乳腺細胞内
にあるこ とが支持 された。
第3章 牛初乳 κ一カゼインにおける結合糖鎖の種類 とその化学構造
第1節 分娩 後12時 間の初 乳 κ一力ゼイ ンにおけ る主要結合糖鎖の化学構造
分撒 、2繭 のホルス。イ。種個乳より,Al。、、らの方盛 全。ゼイ。を麹 し,初孚L。一。ゼ
インは全。ゼイ。より知 らのゲルろ過法盆韻 した.前回の方法に準 じて韻 したGGPの纈 組
成 をGLCに よ り検討 した結果.常 乳CGPに は見 られ ない特徴的 なGIcNAcを結合 してい た。
OGPに 結合する糖鎖のアルカ リ安定性を検討 し,N一 グリコシ ド型結合糖鎖の存在 する可能性を
排除 した。
CGPを アルカ リボ ロヒ ドリド処理 し,遊 離 した少糖画分 をイオ ン交換 クロマ トグラフ ィーで分画
し,5つ の少糖画分を得,そ の糖質組成を明 らかに した(表1)Q
GIcNAcを含む特徴的な主要糖鎖IVは,4糖 であ りメチル化分析とマ ノマー分 析に よ り.そ の化学
構造を決定 した(図3)。
この4糖 のシアル酸を除 く3糖 構造は,血 液型活性糖 タンパ ク質(A,B,H,Lea型)の結合糖鎖中
の共通4糖 部分(GaLθ1→・3(}1cNA.c!91→3Galβ1→3GalNAc-Peptide)に見出される。こ
の4糖Wも,さ らに多糖構造 に発 展 してい く段階 での,不 完全糖鎖 とも考え られた。
一154一
第2節 分娩後6時 間の初乳 κ一カゼインにお`才る全結合糖鎖の化学構造
初乳は,分 娩後6時 間のホルスタイン種個乳を用 い,全 カゼイン,κ 一カゼイ ンお よびGGPは 前
回に準 じて調製 した。
CGPの アルカ リボ ロヒ ドリ ド処理に よ り調製 した少糖 画分を,イ オン交換 クロマ トグラフ ィーで
分画 し,4つ の少 糖A～Dを 得た(表2)。GlcNAcを 含む特徴的 な少糖は,4糖Aお よび5糖Bで
あ り,それ ぞれの存在比か ら,主 要糖鎖は5糖Bで ある ことが明 らか となった』
各少糖 の構成糖の結合順序 と還元末端GalNAcIto1の部分構造は,メ チル化少糖の直接試科導入
法に よるダイ レク トマス分析で明 らかに した(図4,例5糖B)0
5)
各少糖の構成糖 間の結合位置は,メ チル化少糖をStellnerらの方法 に準 じて,部分メチル化糖
のalditolacetate.誘導体を調製 し,GC-MS分 析で決定 した。 また,結 合配向性の決定は,
13C-NMR分 析 によった(図5 .例5糖B)。
以上の結果を総合 して,こ れ ら4つ の少糖の全化学構造を図6に 示す ように結論 した。
4糖および5糖 はN一 アセチル ラク トサ ミン(Galβ1→4GlcNAc)部分 を結合する,特 徴的な
少糖であった。3糖 お よび4糖 は,既 に常乳で確認 されてい る糖鎖 と同一 であ り,分 娩後6時 間の段
階か ら存在 していることを初めて明 らかに した。
また,全 少糖には アンダーライ ンで示 した共通2糖 部分(Ga1β1→3GalNAcltol)が存在 し,
これが全糖鎖 の コア部分であることが示唆 された。
第3節 分 娩 直 後 乳 の 初 乳 、よ一 カゼ イ ンに おけ る全 結 合 糖 鎖 の 化 学 構 造
初乳は分娩後30分 のホルスタイン種個 乳を用い,す べての実験 条件 は前回 に準 じた。得 られた少
糖画分 を.イ オン交換 クロマ トグラフィーによ り分画 し.4つ の少糖A～Dを 得た(表3)。 少糖C
は,今 までに同定 された糖鎖中最大の6糖 糖鎖であ り,主要糖鎖は前 回と同様に5糖 であ った。
少糖の化学 構造の検討 は,す ぺて全回に準 じ,6糖Cに つ いての ダイ レク トマス フラグメン トグラ
ム(図7)お よび13C-NMRス ペ ク トラム(図8)を 示 した。他の少糖について も同様 の検討 を行
ない,こ れ ら4糖 の全化学構造を決定 した(図9)。
N一 アセチル ラクトサ ミン部分 を含む特徴的な糖鎖(Aお よびG)の 存在と,共 通2糖 コア部分
(図9中での アンダーラィ ン)を 再確認 した。 また,中 性糖鎖が存在せず,シ アル酸を2分 子結合す
る少糖の存在比は,全 体の50%を 越える とい う2点 が注 目された。
第4章 牛 初 乳 中 の 遊 離 少 糖 の 種 類 とそ の 初 乳 κ一カゼイン
・結 合 糖 鎖 と の 関 連 性
分娩後30分の初乳(ホルスタイン種個乳)を脱脂し,カゼインを等電沈殿法で除去後,硫安飽和
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でホエ ータ ンパ ク質画分を除去 した。上清画分を濃縮 し,ラ ク トースを結晶化 で除去後,シ ア リルラ
クトース画分 もイオン交換 ク ロマ トグラフ ィーで除いた中性糖 画分を調製ベーパー クロマ トグラフ ィ
ーに供 した。
中性糖 画分は ・6つの!{ンドに分かれ ・RG値の最 も高い画分(RG=0・85)の みがMorgan-
EIs・n試薬 に陽性であった。 この画分の糖質組成 と還元末端をGLGとPCで 検討 した結果.ga-
lactosyl-N-acetylglucQsamhe(Ga正一 lcNAc)であった。
　ヨこの2糖 の化学構造を,メ チル化分 析 とC-NMR分 析で検討 した結果,Galβ1→4GlcNAc
すなわ ちN一 アセチル ラク トサ ミンと結論 した(図10)。
この知見は,牛 初乳中で初めて'この2糖 を同定 したにと どまらず,初 乳 あ一カゼインの結合糖鎖 中




L牛 常乳 κ一カゼイ ンのパ ラー κ一カゼイ ン部分には,微 量の糖質の存在を確認 し,糖 タ ンパ ク質
であることを明 らか に した。 しか し,そ のモル値は低 く,糖 質部分の非常在性を示唆 した。
2・牛常乳 κ一カゼイ ンのC(}P部分には,主 要糖鎖 として3糖 が結 合 していることを明 らかに し,
その化 学構造を メチル化分析に より決定 した。
3.分 娩後12時 間の初乳 κ=カゼイ ンのCGP部 分には,GlcNAcを含む4糖 の存在すること,お
よびそ の化学 構造を明らかに し,血 液型基質 との構造類似性を示唆 した。
「4.分 娩後6時 間および分娩 後30分 の初乳 κ一カゼインのCGP部 分には,N一 アセチル ラク トサ
ミン部分 を含む特 徴的 な4糖 と5糖 の存在す ること,お よびその化学構造 を明 らかに した。特に,
分娩直後 では,6糖 という多糖糖鎖の存在す ることを示 した 。
5.分 娩直後の初勃中には,遊 離の ミル クオ リゴ糖 として,N一 アセチル ラク トサ ミンの存在す るこ
とを示 し.泌 乳初期に のみ特徴的に存在す るζの2糖 と,初 乳 拶一ヵゼイ ン結合糖鎖 との構造関連
性 を提示 した。
6.全泌乳期を通 じて見出された糖鎖には,共 通2糖 コア部分が存在 し,分 娩直後程 シアル酸含量の
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審 査 結 果 の 要 旨
牛乳.κ一カゼ イン中の糖質 は,キ モ シ ン作用後,遊 離 す るカゼ イノグ リコペプ ラ ド部分 に集中
し,パ ラー.κ一カゼ イン部分 には存在 しな いとされてい る。 しか しなが ら,パ ラ部分.にも糖質が
存在す るとす る異説 もあ り,κ 一カゼ インの糖質部分の化学構造は解明されていない。本研究 は,
パ ラ部分におけ る糖質の確認 とともに,カ ゼ イノグ リコペ プチ ド部分の糖鎖 の化学構造の決定を
目的 と した。
まず,全 カゼ インに直接 キモ シ ンを作用 させて,κ 一カゼ インの調製 を経ず に,パ ラー κ一カ
ゼ インを簡易に調製す る方法 を開発 した後,糖 質の種類 と含量 の決定 を行 な った。 マンノース
(Man),ガラク トー ス(Ga1),N一 アセチル ガラク トサ ミン(GalNAC),お よびN一 アセ
チル ノィラ ミン酸(NeuNAC)が 存在 したが,各 構成糖およ び糖質全体のモ ル値が低 く,パ ラ部
分におけ る糖質の非常在性が示 唆され るに至った。
そこで,糖 質が恒常的 に存在す るカ ゼ イノグ リコペプチ ド部分か ら,ア ル カ リボ ロヒ ドリ ド処
理 によ って糖質を遊離 させ,イ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラフ ィーによ って 分 離 精 製 した後,メ テル
化 分 析,ガ ス クロー質 量 分 析,酵 素あ るいわ13C-NMRに よるアノマー分析 を行 な った。 その
結果,常 乳か らの主要糖鎖の化学構 造 は,NeuNAC一 α一2→3-Ga1一β一1→3-GalNAC-X(セ








-Ga1〃一1→3《NalNAC一α一2→3)一GalNAC-Xで あ ることを決定 した。 さらに,分 娩後
30分の初乳か ら,遊 離のN一 アセ チル ラク トサ ミンを分離証明 し,初 乳 κ一カゼ インにおけ るこ
の二糖部 分の特徴 的存在を支持す る結 果を えた。
以上,全 泌乳期を通 じて認め られ る κ一カゼ インの糖鎖に は,共 通の二糖 コア部 分が存在 し,
分娩 時に近 い乳ほ ど,シ アル酸含量 の高い 多糖糖質 に組上げ られてい ることが明 らかに された。
この結 果はカゼ イン ミセ ルの安定 性,生 合成の研究 に基礎的知 見を もた らしたばか りで な く,実
用 面に も寄与 すると ころが大 きい。 よ って,本 論文 は著者に農学博士 の学位を授与す るに充 分な
価値 を有す る もの と判断する。 一
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